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Abstract： The cDNA fragments for indoleamine dioxygenase’like myoglobins from the abalones IVordotts grgnn－
tea and IVordotis disczts were amplified by polymerase chain reaction （PCR）． The amplhied products were sub－
cloned血the Smal site of pUC18 and the sequences of 1455 and 1247 nucieotides， encod血g 373 and 304 am血o
acid residues， respectively， were deterrnined． The cDNA“derived amino acid sequences of N．gr’№≠獅狽??and IV． dis－
cus myogiobins differ from that of Ai． madaka myoglobin only in two amino acids ［Suzuki， T． （1994） f．Protein
Chem． 14： 9－13］， but dffer from that of Sutcul”s diversicolor myoglobin in 45－46 amino acids ［Suzuki， T． and
Takagi， T． （1992） ／． Mol． BloJ． 228： 698－700］． A phylogenetic tree was constructed from the amino acid sequ－
ences of 304 residues of myoglobins from 1＞．g細則α，八i． discus，1＞． madalea and S．diversicolor to make clear the
biological positions of the abalones． The phylogenetic analyses suggested that IVordotis and Sulculus diverged at
！08 million years before present （MyrBP）， and that the radiation of the three Nordotis species occurred aroimd
4J7 MyrBP．
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緒 言
 アワビ類は原始腹足目ミミガイ科に属する大型の藻食［生巻き貝で世界中に約70種が分布し
（Lindberg，ユ99ユ），日本近海にはその内の10種が生息する．日本産のアワビ類の内マダカアワ
ビ属（Nordotis）に属するクロアワビ（N discus dtSCttS），エゾアワビ（N discus hannai），マダ
カァワビ（Nmadaha），メガイアワビ（N． gigαntea）と，トコブシ属（Su gc”lus）に属するトコ
ブシ（S．diversicolor aquatilis），フクトコブシ（S． dtversicolor・cltvers｛colOT）の計6種は水産資源
としての経済価値が高く，全国各地の栽培漁業センターで種苗の生産・管理がなされている（秋
田県水産振興センター，ユ990）。この様な観点から，アワビ類の系統関係を明らかにしょうとす
る基礎的な研究にも目が向けられ，現在までに形態学的，解剖学的見地から詳細な種の分類が
行われ（Lindberg，1991），また最近ではアイソザイム（日本水産資源保護協会，1989）やミト
コンドリアDNAの制限酵素切断パターン（RFLP）を用いた集団遺伝学的な研究（白山，1994
の論文中の上島の私信）からマダカアワビ属内の種がごく近縁な関係にあるという注目すべき
結果が報告された。
 本研究では，アワビ類の系統をより深く追求するために，その歯舌筋に多量に含まれるミオ
グロビンのアミノ酸配列に注目し，この配列を用いて分子系統樹を作成し，種分化のパターン
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及びその年代を推定することを目的に研究を行った．尚，軟体動物原始腹足類の多くでは，通
常のアミノ皆野150個からなるミオグロビン遺伝子を進化の過程で失い，代わりにインドールァ
ミンニ原子酸素添加酵素（IDO）遺伝子から進化したアミノ酸約380個から成る異常ミオグロビ
ンが発現している（Suzuki and Takagi，1992）．すでに私達は，トコブシ（Suzuki and Takagi，
1992）及びマダカアワビ（Suzuki，1994）のミオグロビンのcDNA由来のアミノ酸配列を報告
しており，本研究でさらにクロアワビ，メガイアワビのcDNA由来のアミノ酸配列を決定した．
材料と方法
 クロアワビ及びメガイアワビは高知市内の鮮魚店から購入し，それぞれの歯舌筋（ロ球）を
直ちに摘出し以下の実験に用いた．
 Chomczynski＆Sacchi（1987）の方法によって歯舌筋由来の全RNAを抽出し，さらにFast－
Track皿RNA isolation kit（Invitrogen）またはOligotex－dT30（Takara）を用いてmRNAを単
離した．その後既報に従ってOligo－dTアダフ．ター：5℃GATCCGAATTCCCCGGGT17を用いて
cDNA化し， PCR増幅のための鋳型DNAとして用いた．
 メガイアワビのミオグロビンcDNAは，トコブシのcDNA配列を基に設計されたオリゴマー
：5’GAACAGAGAGGATGGcAGAcATTC（Fig．1の配列29－52）と前述のOligo－dTアダプタ
ーをプライマーに用いてPCR（Saiki et・al．．1988）によって増幅した．一方，クロアワビのミ
オグロビンcDNAは，トコブシのcDNA配列を基に設計されたオリゴマー：
5’TAccGTcAGAAGcGTcTGGcGCA （Fig．1の配列238－260）とOligo－dTアダプターをプラ
イマーに用いて増幅した．使用した酵素はTaq． DNA polymerase（Promega）であり，反応条
件は94℃で1分，55℃で1．5分，72℃で2分を1サイクルとし，30サイクル増幅した．
 増幅産物はプラスミドpUC18のSma Iサイトに組み込み， BcaBEST sequencing kit（Takara）
によりシークエンス反応を行い，non－RI Uniplex detection kit（Millipore）によってシークエ
ンスラダーを検出して塩基配列を決定した．
結果および考察
 Fig．1に決定されたメガイアワビ及びクロアワビのミオグロビンのcDNA塩基配列を，また
Fig．2に翻訳されたアミノ酸配列を示した．メガイアワビのcDNA配列は1495塩基から成り，
cDNAのほぼ全長をカバーしている．この配列から，374残基から成るアミノ酸配列が推定され
た．一方，クロアワビのミオグロビンのcDNA塩基配列は1286塩基から成り，304残基のアミノ
酸配列が推定された．
 Fig．2において，今回推定されたメガイアワビとクロアワビのミオグロビンのアミノ酸配列を，
すでに決定済みのマダカアワビとトコブシのものと比較した．4種類のミオグロビン配列に共
通する304残基について比較すると，メガイアワビとマダカアワビの配列では2アミノ酸の置換，
マダカアワビとクロアワビでも2アミノ酸の置換，メガイアワビとクロアワビでは4アミノ酸
の置換が見られた．また，マタカアワビ属3種の配列と形態的には良く似るトコブシの配列で
は45－46アミノ酸の違いが見られた．このことはトコブシとマダカアワビ属問の遺伝的な隔たり
が非常に大きいことを示しており，アイソザイム分析の結果（日本水産資源保護協会，1989）
と一致している。
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Fig． 1． Alignment of the nucleotide sequences of cDNAs of AI． ginntea （N． g．） and N． discus （IV． d．）
     myoglobins with those of IV． madoka （IV． m．） and S． diversicolor （S． d．） myoglobins． The primer
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Fig． 2． Alignment of the cDNA－derived amino acid sequences of 2V． ginntea （IV． g．） and IV． discus （N． d．）
   myoglobins with those of N． maciaka （N． m．） and S． diversdeolor （S． d．） myoglobins． The residue
   matching with the consensus sequence is shown by dot．
 さて，トコブシとマダカアワビ属はどのぐらい以前に分岐したものであろうか？この問いに
答えるために，私達は，無脊椎動物に広く分布し，エネルギー代謝に重要な役割を担っている
リン酸転移酵素・アルギニンキナーゼのアミノ酸配列を利用した．現在までアルギニンキナー
ゼのアミノ酸配列は，ロブスター（Dumas and Camonis，1993），クルマエビ（Furukohri et
al．，1994），マダカアワビ（Suzuki and Furukohri，1994）で完全な配列が決定またはcDNAか
ら推定されており，トコブシについても末端を含む133アミノ酸の配列がcDNAから推定されて
いる（Suzuki and Furukohri，1994；Suzuki，1994）。これらのアミノ酸配列のアライソメント
からポアソン補正したアミノ酸置換数マトリックスを作成し，さらにUPG法（GeneWorks2，4
中のプログラム）で系統樹を作成した結果がFig．3である．この系統樹では横軸は時間軸を表
している．Fig．3から明らかなように，4種類の配列は節足動物（ロブスター：H．u，クルマエ
ビ：P．のと軟体動物（マダカアワビ：N．m，トコブシ：S．d．）に明瞭に分離され，両者の分
岐点が節足動物と軟体動物の分岐年代を示すと考えられる．今回，両者の分岐年代を約6億年
（Goodman 6’砿，1988）と仮定して時間軸のスケールを決定した。図4によれば，トコブシとマ
ダカアワビの分岐は約1億800万年前，ロブスターとクルマエビの分岐は約7000万年前と推定さ
れる．これらの分岐年代の推定には誤差が含まれるが，それらは分岐点でのバーとして示され
ている．
 マダカアワビ笹野の種分化を探るために，Fig．2に示されたアミノ酸配列から上述したUPG
法及び最尤法（Strimmer and von Haeseler，1996）で系統樹を作成した（Figs。4，5）．二種類
の方法での樹形は完全に一致した．尚，最尤法は最も優れた系統樹作成の方法の一つであると
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されている．
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Fig． 3． A phylogenetic tree for the C－terminal amjno acid sequence （129 residues） of arginine kinases
   （AKs）from．Homams但．〃．，励steZ），Penαeus（P。ブ．，s厩吻リ，1＞ordotiS（1＞． mリα翻。彫）and Sul－
   culzas （S． d．，abalone） ． The tree was constructed with the UPG method in the program or
   GeneWorks2．4． Standard error is given by the bar at the branchng point． MyrBP， million years
   before present．
 UPG法（Fig．4）での横軸の時間スケールは，アルギニンキナーゼの分子系統樹から求めた
トコブシとマダカアワビの分岐年代1億800万年をもとに作成した．Fig．4から明らかなように，
マダカアワビ属の3種は400－700万年前に分岐しており，また分岐点の誤差は互いに重なって
いた．従って，このミオグロビンのアミノ酸配列から得られた系統樹からは3種の分岐の様子
は明確には判断できない．しかし，最尤法（Fig．5）のBoot－strap確率（100％）は，マダカア
ワビとメガイアワビの近縁性を強く示唆している．
 マダカアワビ属内の分岐に関しては，アイソザイム分析で得られた結果と矛盾している．ア
イソザイムでは，先ずメガイアワビが分岐し次にマダカアワビとクロアワビが分岐したとする
結果が得られている（日本水産資源保護協会，1989）．この矛盾はおそらく，マダカアワビ属内
の分岐がごく最近になって起こったことに起因して，アイソザイム分析にしろタンパク質配列
にせよ十分な精度の解析ができないことに由来するのであろう．実際，3種類のマダカアワビ
属の種では，自然界においてはともかく，少なくとも人工交配による交雑種が存在することが
示されており（Koike 6‘磁，1988），これらの種の非常に近い類縁性が裏付けられる．
 また，Fig．4，5の結果で明らかなように，トコブシ属とマダカアワビ属の間には予想以上に
大きな遺伝的な隔たりがあり，最近のトコブシ属（Sulculus）とマダカアワビ属（N碗。’面を
まとめてHaliotis属にするという考えは（日本水産資源保護協会，1989；Lindberg，1991），遺
伝子レベルからの判断では適当ではない．
 本研究において，マダカアワビ属とトコブシの分岐年代（1億800万年前）及びマダカアワビ
属内での種の放散年代の目安（400－700万年前）が得られた．ただし，マダカアワビ属内の種
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分化パターンについては明確な結論を得ることはできなかった．しかしこれらの問題は，今後
より進化速度の速いDNA領域を配列決定することにより解決され得る可能性があることを指摘
したい．
VPG／protein
O．003
O．076
N．m．
N．g．
   N．d．O．oo5
O．081
S，d．
100 75 so 25 o
MgrBP
Fig． 4． A phylogenetic tree for the cDNA－derived amino acid sequences of 304 residues aligned in Fig．2
     0f A［． gr’antea （N． g．），N． discus （IV． d．），N． madaka （IV． m．） and S． diversdeolor （S． d．） myoglo－
     bins． The tree was constructed with the UPG method in the program of GeneWorks 2．4． Stan－
     dard error is given by the bar at the branchng point． MyrBP， mi皿ion years before present．
ML／protein
o．ooo   N．m．
O．004100
   N．g
O．007
N．d．
O．003
（O．161）
S．d．
Fig． 5． A phylogenetic tree for the cDNA－derived arriino acid sequences of 304 residues aligned in Fig．2
     0f N． gt’antea （N． g．），IV． discus （IV． d．），N． madaka （IV． m．） and S． diveptsicolor （S． d．） myoglo－
     b血s．The tree was constructed With the algorithm of the maximum likelihood method（ML）
     （Strimrner and von Haeseler， 1996） ．
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